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論文内容要旨
 我々は1992年に丁細胞の増殖因子として知られるIL-2の受容体サブユニットであるγ鎖の
 cDNAを単離しIL-2受容体の構築にγ鎖が必須であることを明らかにした。最近,米国のグルー
 プよりX連鎖重症複合免疫不全症(XSCID:X-linkedseverecombinedimmunodeficiency)
 の患者でIL-2受容体γ鎖遺伝子に異常がみられることが報告された。XSCIDは先天的に丁細胞
 が欠損するために細胞性免疫と液性免疫がともに欠如し,自然経過ではほぼ全例が1年以内に死
 亡する重篤な疾患である。我々をはじめとしていくつかのグループによりXSCID患者における
 γ鎖の遺伝子異常が確認されたが,XSCIDの発症機序との関連性は不明であった。今回,我々
 は患者由来の変異γ鎖を丁細胞株に遺伝子導入しIL-2受容体を再構成しγ鎖の機能を解析する
 ことによってXSCIDの原因がγ鎖異常による丁細胞機能異常であることを証明した。
 最初に本学のXSCID患者3例のEBvirustransformedB-cellを用いてγ鎖変異を検討した。
 γ鎖の構造と機能を解析するためにヒトγ鎖に対するモノクローナル抗体TUGh4,TUGh5を
 調製し,これらを用いて細胞表面のγ鎖の発現を解析したところ,1例で全くγ鎖の発現を認め
 なかった。この結果により抗γ鎖抗体TUGh4がXSCIDの診断に有用であることを示唆された。
 実際に3例のγ鎖遺伝子の塩基配列を解析した結果,全てに変異を認めた。それらの変異は,細
 胞外領域に点突然変異を持ちアラニンがバリンに置換していたもの(AV変異),細胞内領域で
 フレームシフトをおこし,SH2サブドメインの途中でC末端を部分欠損していたもの(tSH変
 異),第2エクソンをmRNA上に持たずフレームシフトのためにγ鎖と全く異なった蛋白産生
 するもの(抗γ鎖抗体により診断された症例),であった。さらにこれらの変異が機能的にどの
 ような異常を持つかを検討するために,これら患者由来のγ鎖遺伝子をヒト丁細胞株ED40515(一)
 に安定に導入し,IL-2に対する反応性を調べた。ED40515(一)は末梢丁細胞や他の丁細胞株と
 は異なり,γ鎖が欠損しているためにIL-2への反応性を失ったユニークな細胞株で,野性型γ
 鎖を遺伝子導入することによりγ鎖自身の機能を解析することが可能であった。γ鎖を遺伝子導
 入したEDγ細胞では高親和性IL-2受容体が構築され,IL-2刺激により細胞増殖が誘導された。
 またチロシンキナーゼの活性化やprotooncogeneの。-myc,c-fos,c-junの転写誘導などのシグ
 ナル伝達が観察された。AV変異γ鎖導入細胞株について放射性標識IL-2のbindingassayを行っ
 たところ親細胞のED40515(一)と同様にIL-2に対する結合能が障害されていることが示された。
 またtSH変異γ鎖ではIL-2に対する結合能は野性型γ鎖導入細胞と同程度であったが,IL-2刺
 激による細胞増殖,c-myc,c-fos,c-junの転写誘導などのシグナル伝達は見られなかった。これ
 らの結果よりγ鎖の異常による丁細胞分化増殖異常がXSCIDの発症と密接に関わっていること
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 が明らかになった。
 しかしながら,従来,IL-2欠損患者やIL-2遺伝子欠損マウスでは丁細胞が正常数存在するこ
 と,γ鎖の発現がリンパ球に限らずほぼ全ての血球系細胞に認められることなどから,我々はγ
 鎖がIL-2以外のサイトカインの受容体として共有されている可能性を考え,γ鎖がIL-2のみな
 らずIL-4,IL-7,IL-9の受容体としても機能していることを証明した。さらにIL2受容体β鎖と
 γ鎖にはJAKファミリーキナーゼに属するJAK1キナーゼとJAK3キナーゼがそれぞれ会合
 しており細胞増殖とこれらのキナーゼの活性化が密接に関連していることを見いだした。JAK
 3キナーゼがXSCIDの病態に関与している可能性が考えられる。今後,このような多彩な機能
 を持つγ鎖がどのような機序でXSCIDの発症に関わっているかを明らかにしていく必要がある。
 またXSCIDの遺伝子治療に向けての基礎研究も今後の重要な研究課題である。
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 審査結果の要旨
 重症複合免疫不全症(SCID)はT,B両細胞障害,即ち,細胞性免疫と特異的抗体産生を欠く
 遺伝性疾患であり,生後間もなくより繰り返し重篤な感染症に罹患し,数ヵ月以内に致死的経過
 をとる。遺伝的に常染色体性劣性SCIDとX連鎖SCIDにわけられるが,最近,XSCIDの病因
 はIL-2レセプター(IL-2R)γ鎖遺伝子変異であることが判明している。γ鎖はIL-2Rの必須サ
 ブユニットであるが,さらにいくつかのサイトカインレセプターに共有されていることが明らか
 にされている。しかし,XSCIDの病態発現における7鎖変異の機能的側面について究明された
 事実は本研究を除いてない。
 本研究においては,まず,IL-2Rγ鎖に対する特異的モノクロナール抗体(mAb)の作成を
 試み,2つのmAb(THGu4,THGu5)を得た。XSCID患者由来Bリンパ芽球様細胞株
 (B-LCL)におけるγ鎖発現の様態を得られたmAbで調べた結果,3家系3症例のうち,第1,
 第2例ではγ鎖発現は認められたが,第3例での発現は認めなかった。これら3症例について,
 γ鎖遺伝子の解析を行った結果,第1例では細胞外ドメインにある156番alanine→valine置換
 の点突然変異(AV変異)であり,第2例では細胞内sH、ドメイン内320番アミノ酸のフレー
 ムシフトをもたらす2塩基欠失(LSH変異)であり,第3例では第2エキソンを欠失し,正規ア
 ミノ酸は16だけに過ぎないと推測された。即ち第3例ではγ鎖蛋白の膜表面への発現は考えら
 れず,その機能欠損が裏付けられた。AV変異とtSH変異のcDNAを適切な発現ベクターに組
 み込んで,γ鎖を欠く丁細胞株ED40515(一)細胞に導入した実験系において,AV変異遺伝子
 発現細胞ではIL-2に対する結合能や増殖反応が欠如すること,また,七SH変異遺伝子発現細胞
 ではIL-2結合能を正常に有しているが,IL-2刺戟に対する増殖反応を欠如することが明らかに
 された。さらに,IL-2刺戟で誘導される。-fos,c-jun,c-mycmRNAの発現動態を調べた結果,
 tSH変異遺伝子発現細胞では,IL-2結合があるにも拘わらず,上記オンコジンの変動はもたら
 されず,増殖反応の欠如と呼応した。
 以上本研究において明らかにされたXSCID患者におけるIL-2Rγ鎖遺伝子変異の性状とそれ
 に伴う機能異常が遺伝子導入とその発現系において明らかにされた事実は画期的なものであり,
 XSCIDの病態解明のみならず,将来の遺伝子治療につながる知見である。よって,本研究の成
 果は学位論文に価する。
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